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vitro/in situ EPによって卵管内 2細胞期胚への eGFP
mRNAおよび CRISPR/Cas9系 RNA（Cas9 mRNAと
sgRNA）の導入実験を実施し，ゲノム編集マウスの作
製からその有用性の実証を試みた。







































指標として eGFP mRNAを含む RNA溶液を用いた。
CRISPR/Cas9系 RNA は，内在性遺伝子である hypo-
xanthine guanine phosphoribosyl transferase（Hprt）
お よ び eukaryotic translation elongation factor 2
（eEF2）遺伝子に対応する single-guide（sg）RNA，さ


















用いた GONAD を卵管内 2細胞期胚に適用させた。






上の結果から，in situ EPを介した GONADによりゲ
ノム編集マウスの作製が可能であることが強く示唆され
た。
第 2章 GONAD法による KOマウスの作製






























































ス作製法（GONAD法）を確立するため，in vitro / in
situエレクトロポレーションによる卵管内 2細胞期胚へ
の eGFP mRNA 導入ならびに CRISPR/Cas9系 RNA
導入実験を行い，Transgene を標的とした遺伝子ノッ
クアウトによるゲノム編集マウスの作出を試みたもので
ある。その結果，GONAD 法によりゲノム編集された
出産間近な正常胎仔を得て，ゲノム編集マウスを簡便に
作出できる方向性を示している。本結果は従来の手法で
必須であった ex vivo処置（採卵・顕微注入・胚移植）
を回避できる点で，画期的な成果と考えられる。
GONAD法は動物実験の基本原則である 3R（代替・洗
練・削減）に叶うものであり，今後推奨されるべき重要
な動物実験法の一つになり得ると期待される。これらの
研究成果などを詳細に検討した結果，審査員一同は博士
（生物産業学）を授与する価値があると判断した。
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